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RESUMEN 
 
Se evaluó la eficacia del desinfectante líquido alcalino clorado ACL 40 en concentración del 
5% durante 30 minutos de tiempo de exposición, frente a coliformes totales y E. coli en las 
superficies inertes regulares e irregulares en contacto con el alimento en el área de 
producción de la empresa New Lac. Este estudio se basó en una investigación descriptiva, 
observacional, de diseño transversal. Se muestrearon un total de 240 muestras para su 
posterior análisis en Placas Petrifilm® 3M: E. coli/coliformes.  
En el análisis estadístico se utilizó la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney, debido a que los 
resultados fueron no paramétricos. Se aceptó la hipótesis alterna: “La población de 
coliformes totales y E. coli antes del PLD es mayor a la población de coliformes totales y E. 
coli después del PLD”. Sin embargo, para evidenciar la dispersión de los recuentos 
microbiológicos se realizaron histogramas y para demostrar la acción microbicida del 
desinfectante se utilizaron gráficos de cajas y bigotes (box plots), los cuales permitieron 
comparar las poblaciones bacterianas tanto de coliformes totales como de E. coli antes y 
después del PLD.   
Finalmente, se observó la reducción significativa de la población de coliformes totales en la 
mayoría de las superficies inertes regulares e irregulares, cumpliendo con la norma. En el 
caso de E. coli se reportó ausencia en los recuentos microbiológicos, logrando la 
eliminación de la población y cumpliendo así con la normativa, la cual exige la ausencia del 
microorganismo en cuestión.   
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The efficacy of the chlorinated alkaline liquid disinfectant ACL 40 in 5% concentration for 30 
minutes of exposure time, was evaluated against total coliforms and E. coli on regular and 
irregular inert surfaces in contact with food in the production area of the company New Lac. 
This study was based on a descriptive, observational, cross-sectional research. The 
sampling was carried out by means of the hyssop method. A total of 240 samples were 
sampled for later analysis by 3M® Petrifilm Plates: E. coli / Coliforms. 
In the statistical analysis, the Wilcoxon-Mann-Whitney test was used, because the results 
were non-parametric. The alternative hypothesis was accepted: "The population of total 
coliforms and E. coli before the PLD is greater than the population of total coliforms and E. 
coli after the PLD." However, to show the dispersion of the microbiological counts, 
histograms were performed and to demonstrate the microbicidal action of the disinfectant, 
box plots were used, which allowed comparing the bacterial populations of both total 
coliforms and E. coli before and after the PLD. 
Finally, the colony count of total coliforms where the significant reduction of the population 
of total coliforms was observed in most of the regular and irregular inert surfaces, complying 
with the rule. In the case of E. coli, absence was reported in the microbiological counts, 
achieving the elimination of the population and thus complying with the regulations, which 
requires the absence of the microorganism in question 
 
Keywords: Evaluation. Effectiveness. Disinfectant. Total coliforms. E coli. 
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Biocida: Agente químico, usualmente de amplio espectro que inactiva microorganismos. 
Biofilm: Comunidad microbiana sésil, caracterizada por células que están adheridas 
irreversiblemente a un substrato o interfase, o unas con otras, encerradas en una matriz de 
sustancias poliméricas extracelulares que ellas han producido, y exhiben un fenotipo 
alterado en relación con la tasa de crecimiento y trascripción génica.  
BPM: Buenas Prácticas de Manufactura.  
Germicida: Agente que destruye microorganismos en especial patógenos, en tejidos vivos 
y objetos inanimados. Según germen sobre el que actúa, se lo denominará fungicida, 
viricida, bactericida, etc. 
IMViC:  Indol/Rojo de metilo/Voges-Proskauer/Citrato. 
MNPC: Muy numeroso para contar.  
PLD: Protocolo de Limpieza y Desinfección. 
SII: Superficie inerte irregular.  
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INTRODUCCIÓN 
 
En la producción de alimentos, la limpieza y desinfección de las instalaciones, equipos y 
utensilios es fundamental, por lo que los “Procedimientos de Limpieza y Desinfección” 
(PLD) tienen como objetivo garantizar la inocuidad de los alimentos llevados a cabo en un 
ambiente aséptico en todas las etapas del proceso de elaboración de los mismos (recepción 
de materia prima, transporte, producción y almacenado). En estos programas los métodos 
físicos y químicos de desinfección son de vital importancia para lograr la ausencia de 
microorganismos patógenos y cumplir con indicadores de higiene y calidad en el producto 
terminado (Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura FAO, 
2011).  
La desinfección de todas las zonas y superficies presentes en el área de producción de las 
industrias procesadoras de alimentos es un proceso crítico, por lo tanto, exige un control 
sistematizado y riguroso, abarcando todas aquellas superficies en contacto con el alimento, 
siendo estas, superficies vivas y superficies inertes regulares e irregulares (SIR y SII). Los 
tipos de desinfección utilizados son variados, sin embargo, la desinfección química 
mediante el uso de desinfectantes es muy aplicada a nivel global en las empresas 
alimenticias, las cuales eligen los mismos en base a diferentes criterios de utilización, ya 
sea para la aplicación sobre superficies en contacto o no con el alimento. 
La industria ecuatoriana “New Lac” encargada de la elaboración de derivados lácteos utiliza 
el desinfectante líquido alcalino clorado ACL 40 (Anexo 1) para la desinfección de las 
superficies inertes del área de producción, debido a que posee una combinación sinérgica 
de sales alcalinas, tensioactivos y secuestrantes que le confieren una alta capacidad de 
detergente y desengrasante de todo tipo de suciedad. Además, incorpora cloro que le 
proporciona una elevada acción germicida (Pública, 2011; Ma Luisa Martínez Bagur, 2013).   
Es por ello que este trabajo de titulación mediante la autorización de la empresa (Anexo 2) 
tiene como objetivo evaluar la eficacia del desinfectante ACL 40 utilizado a una 
concentración del 5% durante un tiempo de exposición de 30 minutos frente a coliformes 
totales y E. coli en las superficies inertes regulares e irregulares en contacto con el alimento 
en el área de producción de la empresa mencionada anteriormente, según la Resolución 
Ministerial N° 461-2007/MINSA (Guía técnica para el análisis microbiológico de superficies 
en contacto con los alimentos y bebidas) (Anexo 3). Debido al gran consumo de derivados 
lácteos como los quesos, la valoración de la eficacia de este desinfectante después de 
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haber conocido su validación (Anexo 4), es fundamental para garantizar la inocuidad de los 
mismos. Por ende, este estudio permitirá también la evaluación de alternativas o estrategias 
de uso del agente químico ACL 40 en los protocolos de limpieza y desinfección en las 
diferentes superficies que se encuentran en contacto con el alimento durante la etapa de 
elaboración de los quesos, colaborando directamente con la empresa en aspectos de 
higiene y calidad, y en el ahorro de recursos económicos.  
 
Hipótesis  
El desinfectante ACL 40 a una concentración del 5% y un tiempo de exposición de 30 
minutos es eficaz en la eliminación de la población de coliformes totales y E. coli en las 
superficies inertes regulares e irregulares presentes en el área de producción. 
 
Objetivo General: 
Evaluar la eficacia del desinfectante ACL 40 frente coliformes totales y E. coli en las 
superficies inertes regulares e irregulares en contacto con el alimento en el Área de 
Producción de la Empresa “New Lac”. 
 
Objetivos Específicos: 
Evaluar la eficacia del desinfectante ACL 40 frente a coliformes totales en las superficies 
inertes regulares e irregulares en contacto con el alimento después del protocolo de 
limpieza y desinfección. 
 
Evaluar la eficacia del desinfectante ACL 40 frente a E. coli en las superficies inertes 
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1. CONTENIDO TEÓRICO 
 
1.1 Buenas Prácticas de Manufactura 
Las Buenas Prácticas de Manufactura (BPM) engloban una serie de acciones y procesos 
relacionados con la higiene en todas las fases de obtención de los alimentos dentro de una 
industria. El propósito de la implementación de las buenas prácticas de manufactura es 
garantizar que todos aquellos productos procesados de consumo humano sean inocuos 
para los consumidores, mediante la elaboración de los mismos en un ambiente 
higiénicamente controlado de tal manera que elimine o disminuya riesgos que puedan 
afectar a la salud de la población y, por ende, la prevención de enfermedades transmitidas 
por alimentos (ETAS). Las BPM promueven la investigación, formación y capacitación del 
personal involucrado en los sistemas de gestión de calidad (Altamirano, Cují, 2018). Según 
la “Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y Agricultura” la aplicación 
tanto de las Buenas Prácticas de Manufactura (BPM), Buenas Prácticas Higiénicas (BPH), 
y Sistemas de Análisis de Peligros y Puntos Críticos de Control (HACCP), promueven el 
mejoramiento de las condiciones y principios involucrados en las intervenciones y 
fabricación de productos de consumo humano relacionándose con la salud e higiene. 
Además, establece los requerimientos básicos y lineamientos específicos relacionados con 
la manipulación de alimentos (Agricultura, 2019; Cervantes Jávita, 2019). 
1.2 Procedimientos Operativos Estandarizados de Saneamiento 
Los Procedimientos Operativos Estandarizados de Saneamiento (POES), junto con las 
BPM garantizan la inocuidad de los alimentos que se elaboren en una determinada micro o 
macroempresa alimentaria. Los POES son aquellos procedimientos que describen y 
explican cómo ejecutar un proceso o una tarea con un objetivo específico, entre dichas 
actividades la limpieza y desinfección. Sin embargo, es conveniente estandarizar y dejar 
constancia escrita de estos procedimientos para evitar errores que pudieran atentar contra 
la inocuidad del producto final (ACHIPIA Ministerio de Agricultura de Chile, 2017). 
1.3 Programa de limpieza y desinfección en una planta de alimentos 
Los programas de limpieza y desinfección conjuntamente con los demás Sistemas de 
Gestión de Calidad tienen como objetivo garantizar la calidad e inocuidad de los alimentos. 
Según la “Asociación Internacional para la Protección de los Alimentos”, la monitorización 
de la desinfección es uno de los componentes obligatorios de los controles preventivos de 
contaminación alimentaria en alimentos de consumo humano. Por lo que, la verificación del 
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cumplimiento de los mismos y una continua optimización es imprescindible (Etter, 2018;  
Helena, & Blair, 2016). 
Según la “Sociedad Chilena de Infectología”, la limpieza y desinfección se definen como:  
 Limpieza: eliminación por acción mecánica, con o sin uso de detergentes, de la materia 
orgánica y suciedad de superficies, objetos o ambiente. El agente básico para este 
proceso es el detergente.  
 Desinfección: destrucción de microorganismos en objetos inanimados, que asegura 
la eliminación de las formas vegetativa pero no la eliminación de esporas bacterianas 
(Alexis Diomedi et al., 2017). 
1.3.1 Orden del Procedimiento de Limpieza y Desinfección  
 Prelavado: consiste en eliminar los residuos de alimentos visibles y se procede a 
remojar los equipos y los utensilios con agua caliente para provocar la remoción de la 
suciedad adherida.  
 Lavado: se requiere de la intervención de un producto detergente para desprender y 
desechar la suciedad que no se ha podido eliminar con el prelavado.  
 Aclarado: se usa agua potable en gran cantidad para desechar el detergente aplicado.  
 Aplicación del desinfectante: los equipos, utensilios y superficies limpias y aclaradas 
se someten a la aplicación de un producto desinfectante para eliminar restos de 
microorganismos como bacterias que no se han eliminado con la limpieza.  
 Aclarado: se debe tomar en cuenta la ficha técnica del desinfectante, ya que existen 
productos que no requieren de la eliminación de residuos de desinfectante porque no 
genera ningún daño al producto ni a la salud (Riesco Rodríguez, 2012). 
1.3.2 Tipos de desinfección  
La desinfección se puede clasificar en base a dos criterios, según la capacidad del agente 
desinfectante para destruir microorganismos o reducirlo a niveles aceptables y según su 
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Figura  1. Tipos de desinfección. 
 
 
Fuente. (Baamonde, 2013; Tamayo, 2011; Ma Luisa Martínez Bagur, 2013) 
 
1.4 Desinfectante   
Un desinfectante es aquella sustancia capaz de eliminar microorganismos patógenos y no 
patógenos, pero no necesariamente sus formas de resistencia bacteriana (esporas). Por lo 
general, los desinfectantes se aplican sobre objetos inanimados o superficies. Los objetivos 
de estos compuestos químicos son reducir totalmente o a niveles aceptables la 
contaminación microbiana del medio ambiente, evitar el crecimiento y desarrollo 
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microbiano, y la eliminación total o parcial de microorganismos (Agencia Española de 
Medicamentos y Productos Sanitarios, 2011; Baamonde, 2013; Tamayo, 2011). 
1.4.1 Clasificación de los desinfectantes  
Los desinfectantes se pueden clasificar en función de su mecanismo de acción:  
1.4.1.1 Agentes que dañan la membrana: 
Los solventes orgánicos y los desinfectantes tensioactivos o detergentes tienen como 
ejercicio comprometer la integridad estructural de la membrana afectando de tal modo la 
disposición ordenada de lípidos y proteínas interfiriendo de tal modo con procesos de 
transporte y metabolismo energético y la salida de pequeñas moléculas de la célula (Iáñez, 
2004).  
a. Detergentes: estos compuestos contienen una porción hidrofóbica y una porción 
hidrófila, lo cual les permite formar micelas en solución acuosa, permitiéndoles 
formar micelas en solución acuosa y formar capas que recubren y solubilizan 
moléculas hidrófobas; dentro de este grupo se encuentran detergentes catiónicos, 
aniónicos.  
b. Compuestos fenólicos: su efecto bactericida es inmediato a bajas concentraciones 
generando daño en la membrana con pérdida de componentes citoplasmáticos, 
inactivación irreversible de oxidasas y deshidrogenasas de membrana, además de 
la desnaturalización de proteínas. Su solubilidad en agua es baja por ello se emplea 
agentes emulsificantes que incluso aumentan su efectividad. Se puede encontrar en 
este grupo al fenol, cresol, difenilos halogenados, alquilésteres.  
c. Alcoholes: desorganizan las bicapas lipídicas penetrando en la región 
hidrocarbonada de los lípidos, no son esterilizantes ya que no generan daño a las 
endosporas. Los más usados son el etanol e isopropanol.  
 
1.4.1.2 Agentes que destruyen las proteínas  
a. Ácidos y bases fuertes: la presencia de sus grupos H+ y OH- disociados 
respectivamente los hace activamente bactericidas, por lo general su actividad es 
proporcional al grado de disociación. 
b. Ácidos orgánicos no disociables: compuestos poco disociables, su efecto se lleva a 
cabo con moléculas intactas que penetran a la célula. 
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1.4.1.3 Agentes modificadores de grupos funcionales  
Es una amplia clase de agentes cuyos efectos son alterar grupos que forman parte de los 
centros activos de enzimas y de otras proteínas, y alterar grupos funcionales de ácidos 
nucleicos, componentes de la pared y de membrana.  
a. Metales pesados: mercuriales, compuestos de plata y cobre; estos envenenan la 
actividad enzimática formando mercáptidos con los grupos -SH de la cisteína. 
También interaccionan con -NH2, -COOH y radicales fosfato. 
b. Agentes oxidantes: tienen como efecto la inactivación de proteínas enzimáticas 
convirtiendo los radicales -SH en disulfuros -S-S-, los más potentes atacan los 
radicales amino, el grupo indol y la tirosina. En este grupo se encuentran los 
halógenos, agua oxigenada, ácido peracético. 
c. Agentes alquilantes: son agentes esterilizantes que actúan tanto sobre células 
vegetativas y también sobre esporas ejerciendo un efecto letal por su acción 
alquilante de proteínas y ácidos nucleicos. Se encuentran el formaldehído, óxido de 
etileno. (Iáñez, 2004; Jiménez Herráez, 2016) 
1.4.2 Características de un desinfectante ideal 
Las características o requisitos que debe cumplir un desinfectante ideal se mencionan en 
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Figura  2. Características de un desinfectante ideal. 
 
Fuente. (Baamonde, 2013; Tamayo, 2011; Ma Luisa Martínez Bagur, 2013). 
 
1.4.3 Factores que afectan la acción de los desinfectantes 
La actividad microbicida de un desinfectante no reside solo en su composición. Existen 
diversos factores que pueden ocasionar alteraciones en la actividad del desinfectante para 
eliminar microorganismos, o impedir el contacto con la superficie a desinfectar. Dichos 
factores pueden potenciar o eliminar parcial y/o totalmente la actividad del mismo o pueden 
generar resistencia de los microrganismos hacia los agentes desinfectantes. Esta 
resistencia bacteriana esta mediada por la adquisición de plásmidos y transposones, 
mutaciones genéticas o amplificación de genes cromosómicos endógenos. Por lo general, 
el factor más importante es la resistencia intrínseca o innata de los microrganismos, que en 
su mayoría se encuentra o reside forma directa en la membrana celular, que regula la 



































No debe ser tóxico o volátil.
No debe ser corrosivo.
No debe ser irritante para la piel y mucosas.
Debe ser inerte con el material a desinfectar (sin oxidar o alterar el material).
Debe poseer rápida acción desinfectante.
Debe ser fácil de almacenar, preparar y aplicar.
Debe ser inodoro e insípido.
Debe ser soluble en agua.
Debe ser compatible con otros productos que se usen antes o simultáneamente.
Debe tener alto poder desinfectante.
Debe poseer la capacidad de desincrustar y no atascar los canales de trabajo.
Debe ser estable al almacenamiento.
Debe ser resistente a factores ambientales (temperatura, luz, humedad).
Debe tener la capacidad de formar capa protectora antiséptica o poseer un efecto residual.
Debe tener amplio espectro de acción, que abarque bacterias Gram positivas y Gram 
negativas, bacterias ácido – alcohol – resistentes, virus y hongos.
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penetrabilidad de los agentes desinfectantes o esterilizantes (Tamayo, 2011; Sánchez-
Saldaña & Anduaga-Sáenz, 2005; Cornelia Bischofberger, Mo José González, Rafael 
Herruzo, Felisa Jaen, Máxima Lizan García, Aurora Sacristán, Marta Piriz, 2014). 
1.4.3.1 Temperatura 
La temperatura es uno de los parámetros importantes relacionados con la acción de la 
desinfección ya que, el aumento de la temperatura es directamente proporcional al poder 
desinfectante, es decir, el aumento de la temperatura aumenta la velocidad microbicida. Sin 
embargo, de manera global un aumento de 10 °C supone una duplicación en la tasa de 
muerte de los microrganismos. El exceso de temperatura puede llegar a degradar o 
desestabilizar el producto y disminuir la acción germicida, como en el caso de 
desinfectantes a base de iodo o cloro que a temperaturas excesivas se pierde el principio 
activo, por lo tanto, deben ser usados a temperaturas menores de 42 °C. Esto depende de 
la naturaleza de cada desinfectante (Baamonde, 2013; Tamayo, 2011; Sánchez-Saldaña & 
Anduaga-Sáenz, 2005; Cornelia Bischofberger, Mo José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa 
Jaen, Maxima Lizan Garcia, Aurora Sacristán, Marta Piriz, 2014).  
1.4.3.2 pH (Potencial de Hidrogeno)  
La intervención del pH dentro de la actividad microbicida se debe a la modificación del poder 
de la molécula desinfectante, superficie celular sobre la que actúa, carga superficial neta 
de la membrana del microorganismo y el poder de ionización del agente desinfectante. Por 
lo general, las formas ionizadas de los agentes disociables atraviesan con mayor facilidad 
las membranas biológicas, siendo más efectivos. En el caso de los agentes aniónicos son 
más eficaces a pH ácido que los agentes catiónicos, ya que estos muestran mayor eficiencia 
en un pH alcalino. Referente a algunos desinfectantes yodóforos, clorados, sales de amonio 
cuaternario, estos actúan mejor en medio alcalino y los fenoles en medio ácido, pero este 
último por su solubilidad debe ser utilizado a pH elevado (Tamayo, 2011; Sánchez-Saldaña 
& Anduaga-Sáenz, 2005; Cornelia Bischofberger, Mo José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa 
Jaen, Maxima Lizan Garcia, Aurora Sacristán, Marta Piriz, 2014).  
1.4.3.3 Concentración del desinfectante  
El poder desinfectante de cada producto depende de la concentración indicada o 
recomendada por el fabricante, por lo que un cambio en la concentración de uso afecta la 
acción antimicrobiana del desinfectante y al tiempo de exposición que se encuentra en 
estrecha relación con la concentración. Por lo tanto, a mayor concentración menor tiempo 
para eliminar una determinada fracción de la población microbiana, a excepción de los 
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yodóforos (Tamayo, 2011; Sánchez-Saldaña & Anduaga-Sáenz, 2005; Cornelia 
Bischofberger, Mo José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa Jaen, Maxima Lizan Garcia, 
Aurora Sacristán, Marta Piriz, 2014).  
1.4.3.4 Tiempo de exposición o contacto   
Los desinfectantes ejercen su efecto microbicida mediante reacciones químicas, por lo que 
la velocidad de reacción es directamente proporcional a la concentración microbiana 
presente en el área o superficie. La muerte de los microrganismos no es instantánea. Sin 
embargo, todos los desinfectantes describen en el etiquetado el tiempo específico para 
lograr el nivel de desinfección indicado, ya que un menor tiempo de exposición del 
desinfectante en el área a desinfectar supone una menor actividad microbicida. Un tiempo 
de exposición excesivo puede llegar a ocasionar erosión o corrosión del material o 
superficie. Para lograr una desinfección eficaz es indispensable reducir la carga microbiana 
inicial y el exceso de materia inorgánica, ya que dificultan la acción de los desinfectantes 
(Baamonde, 2013; Tamayo, 2011; Sánchez-Saldaña & Anduaga-Sáenz, 2005; Cornelia 
Bischofberger, Mo José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa Jaen, Maxima Lizan Garcia, 
Aurora Sacristán, Marta Piriz, 2014).  
1.4.3.5 Concentración microbiana  
La concentración microbiana o la presencia de biofilms van de la mano con la eficacia del 
desinfectante ya que, al existir una alta concentración microbiana o biopelículas, aumenta 
la cantidad desinfectante a utilizar y el tiempo necesario para su actuación. Debido a esto, 
es fundamental realizar un previo proceso de limpieza de las áreas a desinfectar para 
reducir la biocarga, y aún más en equipos o utensilios articulados. Estos últimos necesitan 
ser desarmarlos para lograr una mejor eficacia del agente desinfectante. Los biofilms son 
una barrera de microorganismos que son hasta 1000 veces más resistentes a los agentes 
desinfectantes. No obstante, para que los desinfectantes sean útiles en la eliminación de 
estas biopelículas, deberán primero saturarlas para poder eliminar los microorganismos 
presentes (Baamonde, 2013; Tamayo, 2011; Sánchez-Saldaña & Anduaga-Sáenz, 2005; 
Cornelia Bischofberger, Mo José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa Jaen, Maxima Lizan 
Garcia, Aurora Sacristán, Marta Piriz, 2014). 
1.4.3.6 Estabilidad  
La estabilidad está relacionada con el tiempo en el que el desinfectante en solución pierde 
su efectividad, puede sufrir alteraciones, contaminarse, sufrir oxidaciones o perder sus 
propiedades, debido a estos fenómenos se debe procurar usar la cantidad suficiente y no 
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guardar o almacenar para un posterior uso. En el caso de desinfectantes fotosensibles se 
debe usar frascos ámbar o fotorresistentes. Por lo general, se recomienda el uso de 
soluciones preparadas recientemente y el tapado adecuado de los frascos que contienen 
los desinfectantes y las diluciones de los mismos (Tamayo, 2011; Sánchez-Saldaña & 
Anduaga-Sáenz, 2005; Cornelia Bischofberger, Mo José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa 
Jaen, Maxima Lizan Garcia, Aurora Sacristán, Marta Piriz, 2014).  
1.4.3.7 Presencia de materia orgánica 
La presencia de materia orgánica o restos orgánicos de cualquier tipo, como comida, 
grasas, sangre, heces, orina, suero, pus, tierra, entre otros, interfieren de manera negativa 
en la acción microbicida del desinfectante, y por ende en su efectividad. Esta materia 
orgánica tiende a proteger a los microorganismos, generando una inactivación o inhibición 
de la actividad germicida del desinfectante. Estos fenómenos están mediados por 
reacciones químicas que generan componentes inertes por precipitación o produciendo 
complejos de un menor poder germicida, que a su vez generen un consumo del principio 
activo presente en el desinfectante. Sin embargo, los agentes clorados se inactivan en 
presencia de materia orgánica, el yodo tiende a precipitar al estar en contacto con proteínas. 
Las sales o minerales presentes en las aguas duras disminuyen la actividad antimicrobiana 
de los amonios cuaternarios (Baamonde, 2013; Tamayo, 2011; Sánchez-Saldaña & 
Anduaga-Sáenz, 2005; Cornelia Bischofberger, Mo José Gonzalez, Rafael Herruzo, Felisa 
Jaen, Maxima Lizan Garcia, Aurora Sacristán, Marta Piriz, 2014). 
1.5 Microorganismos indicadores de higiene y calidad 
Los microrganismos indicadores de higiene y calidad son aquellos que presentan un 
comportamiento semejante a los patógenos cuando se encuentran presentes en los 
alimentos. Sin embargo, no representan un peligro directo para la salud del consumidor, 
pero su existencia en ciertos niveles es muy útil para determinar la calidad del alimento. 
Estos microorganismos pueden indicar o evidenciar la posibilidad de prácticas inadecuadas 
de higiene durante la exposición, manipulación, transporte y conservación de los alimentos. 
Así también, permiten evidenciar la presencia de un peligro potencial para la salud, 
pudiendo inferir que los microorganismos patógenos o sus toxinas se encuentran en similar 
concentración y que el comportamiento de ambos microrganismos, es semejante al 
encontrarse expuestos a diferentes factores como pH, temperatura, actividad acuosa, 
presencia de nutrientes, resistencia bacteriana, entre otros (Salud, 2015; Ríos-Tobón, 
Agudelo-Cadavid, & Gutiérrez-Builes, 2017; Campuzano, Mejía Flórez, Ibarra, & Pabón 
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Sánchez, 2015). Los microorganismos indicadores a diferencia de los microorganismos 
patógenos, son más rápidos, económicos y fáciles de detectar, pero también existen más 
condiciones o criterios que permiten determinar su presencia que pueden o no cumplirse 
(Figura 3) (Salud, 2015; Ríos-Tobón, Agudelo-Cadavid, & Gutiérrez-Builes, 2017; 
Campuzano, Mejía Flórez, Ibarra, & Pabón Sánchez, 2015). 
 




Frecuentemente los microorganismos indicadores más utilizados o difundidos para 
determinar la falta de higiene durante el procesamiento industrial o artesanal de los 
alimentos son el grupo de bacterias coliformes (Salud, 2015; Ríos-Tobón, Agudelo-Cadavid, 
& Gutiérrez-Builes, 2017; Campuzano, Mejía Flórez, Ibarra, & Pabón Sánchez, 2015). 
1.5.1 Coliformes totales 
Los microorganismos del grupo coliforme son considerados uno de los principales 
indicadores de higiene y sanidad en la producción de alimentos y diversos productos 
procesados. Estas bacterias permiten evaluar microbiológicamente la eficiencia de los 
procedimientos de limpieza y desinfección o determinar la calidad del agua, ya que tienen 
la capacidad de reproducirse en los biofilms que se forman en las tuberías de distribución 
de agua potable. Sin embargo, se encuentran principalmente en el intestino de los humanos 
y de animales de sangre caliente, pero también se encuentran ampliamente distribuidos en 
la naturaleza en suelos, vegetales semillas y agua. Las bacterias que forman el grupo 
coliforme pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, incluyendo los géneros: Escherichia, 
CRITERIOS PARA 
EVIDENCIAR LA PRESENCIA 
MICROORGANISMOS 
INDICADORES
Ser fácilmente distinguibles de la microbiota natural de los 
alimentos y del agua.
Tener el mismo origen y procedencia que el microorganismo 
patógeno. 
Tener características de multiplicación y muerte similar al 
microorganismo patógeno para el mismo tipo de alimento.
Estar ausente o en cantidad mínima en el alimento cuando el 
patógeno esté ausente. 
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Enterobacter, Citrobacter y Klebsiella. Se trata de bacilos cortos Gramnegativos, no 
esporulados, aerobios o anaerobios facultativos que fermentan la lactosa a 35ºC +/- 2ºC en 
un tiempo alrededor de 24 h +/- 2 h, con producción de ácido y gas, catalasa positiva, que 
en su mayoría son móviles, debido a la presencia de flagelos perítricos (Salud, 2015; Ríos-
Tobón, Agudelo-Cadavid, & Gutiérrez-Builes, 2017; Campuzano, Mejía Flórez, Ibarra, & 
Pabón Sánchez, 2015). 
1.5.2 Coliformes fecales 
Los coliformes fecales y E. coli particularmente se consideran como un subgrupo de los 
coliformes totales. Las bacterias de este grupo están catalogadas como indicadores de 
contaminación de origen fecal, así como también a condiciones inadecuadas de 
manipulación de alimentos o contaminación post procesamiento. A diferencia de los 
coliformes totales, los fecales tienen la capacidad de crecer a mayores temperaturas por 
los que son denominados termotolerantes y se encuentran presentes en las heces fecales 
de seres humanos y animales de sangre caliente. Sin embargo, alrededor del 90 a 95 % de 
los coliformes fecales, se trata de E. coli y ciertas especies de Klebsiella y citrobacter.  
Los coliformes fecales son bacilos cortos Gramnegativos, no esporulados, aerobios o 
anaerobios facultativos capaces de fermentar la lactosa a 44,5ºC +/- 0.2ºC en tiempo 
estimado de 48h +/- 2h, con producción de ácido, gas e indol (Salud, 2015; Ríos-Tobón, 
Agudelo-Cadavid, & Gutiérrez-Builes, 2017; Campuzano, Mejía Flórez, Ibarra, & Pabón 
Sánchez, 2015). 
1.5.3 E. coli 
E. coli es un microrganismo que se caracteriza por tener como hábitat primario el tracto 
intestinal de hombre y animales de sangre caliente, por lo que es considerado un indicador 
de contaminación fecal en alimentos y agua (alimentos procesados y no procesados, 
vegetales frescos, agua potable, etc.). E. coli es un bacilo corto Gramnegativo, no 
esporulado, aerobio o anaerobio facultativo capaz de fermentar la lactosa y glucosa a 
44,5ºC +/- 0.2ºC en tiempo estimado de 48h +/- 2h, produce indol a partir de triptófano, 
reduce los nitritos a nitratos, descarboxila la L-ornitina y su prueba de  IMViC es (+/+/-/-). 
Existen varias cepas de esta bacteria consideradas patógenas para los seres humanos 
causantes de enfermedades graves como infecciones en las vías urinarias, sepsis y 
meningitis, tanto en pacientes inmunocompetentes e inmunodeprimidos. Sin embargo, 
existen 6 cepas de E. coli enteropatógenas causantes de enfermedades en el tracto 
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gastrointestinal (figura 4) (Salud, 2015; Ríos-Tobón, Agudelo-Cadavid, & Gutiérrez-Builes, 
2017; Campuzano, Mejía Flórez, Ibarra, & Pabón SáncheI, 2015). 
 






2.1 Tipo y diseño de estudio 
Este estudio se basó en una investigación descriptiva, observacional, de diseño transversal.  
2.2 Área de estudio 
El área de estudio fue la zona de producción de la planta láctea “New Lac”, empresa 
encargada de la elaboración de queso fresco y queso mozzarella, la misma que se 
encuentra ubicada en la provincia del Azuay, cantón San Fernando (Figura 5).   
 
Figura  5. Ubicación geográfica del área de estudio. 
CEPAS DE E. coli 
ENTEROPATÓGENAS
E. coli enterotoxigénica (ECET)
E. coli enteroinvasiva (ECEI). 
E. coli enterohemorrágica o verotoxigénica (ECEH)
E. coli enteroagregativa o enteroadherente (ECEA). 
E. coli de adherencia difusa (ECAD)
E. coli O157:H7
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Fuente. (Google maps)  
 
2.3 Muestreo 
El muestreo se realizó en las superficies inertes regulares e irregulares que estuvieron en 
contacto con el alimento en el área de producción de la empresa (Anexo 5).  
2.3.1 Tamaño de la muestra 
Se muestrearon un total de 240 muestras entre superficies inertes regulares e irregulares, 
las cuales se tomaron de forma aleatoria del total del universo y se ensayaron por duplicado 
durante dos días seguidos por dos semanas consecutivas. Se procedió a tomar 30 
muestras antes del PLD y 30 muestras después del PLD en el primer día de muestreo de 
la primera semana. Se tomó la misma cantidad de muestras antes y después del PLD en el 
segundo día de muestreo de la primera semana y de igual manera se trabajó durante la 
segunda semana consecutiva. El desinfectante ACL 40 fue utilizado a una concentración 
del 5% y un tiempo de exposición de 30 minutos, condiciones establecidas por la empresa 
y presentes en las indicaciones de la ficha técnica del producto. 
2.3.2 Toma de muestra 
El muestreo se llevó a cabo de manera aleatoria en las superficies inertes regulares e 
irregulares en días normales de producción de la fábrica mediante el método del hisopo 
utilizando la dilución 1:10. El desinfectante fue aplicado mediante contacto directo en forma 
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de chorro, en donde la superficie a desinfectar fue empapada directamente con la solución 
del agente químico en estudio. El PLD fue verificado por los autores en conjunto con la 
supervisora de producción de la planta mediante “check list”, de modo que el mismo haya 
cumplido especificaciones internas de la empresa.  
Las muestras fueron transportadas en un cooler apropiado para su conservación a 
temperatura de refrigeración (2-8 °C), para el posterior análisis en el Laboratorio de 
Microbiología de Alimentos de la Universidad de Cuenca (Anexo 6).     
2.4 Manejo de datos  
2.4.1 Criterios de inclusión  
Superficies inertes regulares e irregulares que estaban en contacto con los alimentos en el 
área de producción de la planta, antes y después del PLD. 
2.4.2 Criterios de exclusión  
Superficies inertes regulares e irregulares del área de producción utilizadas y/o que sufrían 
un proceso térmico (Pasteurización). 
2.5 Materiales, equipos y reactivos 
En la tabla 1 se detallan los materiales, equipos y reactivos utilizados en esta investigación. 
 




















Tubos tapa rosca 
(12.5cm*1.8cm * 1.6cm) 
Estufa 91974 FANEN Alcohol 70% 
Varilla de vidrio Nevera 23392603 ECASA 
Alcohol industrial 
(94%) 
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163654 BOECO  
Puntas azules estériles     
Hisopos de madera (15 
cm) 
    
Papel Aluminio     
Plantillas estériles para 
toma de muestra (área 
central 100cm2) 
    
Dispersor de placas 
Petrifilm 
    
Marcador indeleble     
Frascos de poliestireno 
(500ml) 




2.6 Métodos y Técnicas de Análisis 
2.6.1 Método del Hisopo 
El método del hiposo o hisopado es muy utilizado para el muestreo de superficies inertes 
regulares e irregulares tales como: equipos, utensilios, mesas de trabajo, tablas de picar, 
bandas transportadoras, cortadoras de embutidos, cortadoras de pan, mezcladoras, tolvas, 
entre otros (Norma Peruana, Resolución ministerial 463; 2007; Michanie, 2015) 
 Fundamento 
El método del hisopo consiste en frotar o restregar en un área determinada un hisopo 
humedecido ligeramente en una solución diluyente, en donde el hisopo y la solución 
diluyente deben estar previamente esterilizados (Figura 6) (Norma Peruana, Resolución 
ministerial 463; 2007; Michanie, 2015).  
 
Figura  6. Método del hisopo. 
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Fuente: (Norma Peruana, Resolución ministerial 463; 2007) 
 
2.6.2 Análisis microbiológico 
2.6.2.1 Placas Petrifilm® E. coli/coliformes 
Las placas Petrifilm están formadas por una lámina de papel delgada, en la cual se muestra 
impresa una cuadrícula que facilita el recuento de las colonias. Estas placas están 
recubiertas por una capa de polipropileno que permite atrapar el gas que pueden provocar 
algunas bacterias, presentan un medio de cultivo selectivo y un agente solidificante soluble 
en agua. Además, cuentan con la presencia de indicadores de pH que colorean las colonias 
y dependiendo de la placa Petrifilm, pueden colorear el medio de cultivo, para mejorar y 
facilitar su identificación (Company, 2019).  
HISOPADO EN SIR
Sobre la superficie 
elegida, colocar la 
plantilla (100 cm2).
Empapar el hisopo con el agua de 
peptona estéril y presionar 
sutilmente contra la pared del tubo 
con un movimiento circular para 
eliminar el exceso de la misma.
Colocar el hisopo en un ángulo de 30º y 
deslizarlo cuatro veces en diferentes direcciones 
en el área delimitada por la plantilla.
Colocar el hisopo en el tubo que contiene el 
agua de peptona estéril, eliminando la parte del 
hisopo que fue manipulada por el analista. 
HISOPADO EN SII
En el caso de los utensilios frotar con 
el hisopo el área que se encuentra 
en contacto con el alimento o con la 
boca. Se repetirá esta operación con 
tres utensilios más, siendo un total de 
4 utensilios como máximo.  
Colocar en la ficha de 
toma de muestra la 
cantidad de utensilios que 
se muestrean.
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 Fundamento  
Las Placas Petrifilm® para el recuento e identificación de E. coli/coliformes se encuentran 
formadas por un agente gelificante soluble en agua a temperatura ambiente, nutrientes de 
Bilis Rojo Violeta (VRB) y dos indicadores, el primero es un indicador de actividad de 
glucuronidasa y el segundo es un indicador de tetrazolio que facilita la enumeración de 
colonias. Las colonias de E. coli en su mayoría produce beta-glucoronidasa, que genera 
una precipitación azul asociada a la colonia. Estas bacterias fermentan la lactosa 
produciendo gas que es atrapado en las placas en la película superior. En el caso de E. coli 
la identificación se la realiza por presentar colonias entre azules, mientras que los 
coliformes son colonias de bastoncillos Gram-negativos que producen ácido y gas 
produciendo el oscurecimiento de gel por el indicador de pH generando colonias de color 
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Rotular las placas. 
Colocar 1 ml de 
muestra en la placa 
y cubrir. 
Realizar la siembra 
con las muestras y 
sus duplicados.
Realizar un control 
para cada siembra.
Incubar: AOAC método 
oficial 991.14
Para Coliformes: 24h +/-
2h a 35°C +/- 1°C.
Para E. coli: 48h +/- 2h a 
35°C +/- 1°C.
Realizar el recuento 
de las colonias. 
Interpretación: 
E. coli: colonias azules 
con gas.
Coliformes: colonias rojas 
con gas.  
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2.7 Cálculo y expresión de resultados 
2.7.1 Cálculo para superficies inertes regulares (SIR) 
El cálculo de las colonias presentes en las superficies inertes regulares de la dilución 
utilizada (1:10), resultó del producto del número de colonias contadas por el factor de 
dilución (1) y por el volumen de disolución utilizado en el muestreo (10 ml), todo esto se 
dividió para el área de la superficie muestreada (100 cm2). 
Colonias de coliformes totales o 𝐸. 𝑐𝑜𝑙𝑖 =  




En donde los resultados se expresan de la siguiente forma:  
Superficies inertes regulares: UFC/cm2. 
 
2.7.2 Cálculo para superficies inertes irregulares (SII) 
El cálculo de las colonias presentes en las superficies inertes irregulares de la dilución 
utilizada (1:10), resultó del producto del número de colonias contadas por el factor de 
dilución (1) y por el volumen de la disolución usado en el muestreo (10 ml), todo esto se 
dividió para el número de superficies muestreadas. 
Colonias de coliformes totales o 𝐸. 𝑐𝑜𝑙𝑖 =  
𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑎𝑠 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑎𝑑𝑎𝑠 ∗ 1 ∗ 10
𝑛ú𝑚𝑒𝑟𝑜 𝑑𝑒 𝑠𝑢𝑝𝑒𝑟𝑓𝑖𝑐𝑖𝑒𝑠 𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑒𝑎𝑑𝑎𝑠 
 
 
En donde los resultados se expresan de la siguiente forma: 
Superficies inertes irregulares: UFC/superficie muestreada 
 
2.8 Análisis estadístico  
Los resultados obtenidos fueron ingresados en una tabla de datos en Microsoft Excel 2016 
para su posterior análisis. La eficacia del desinfectante fue valorada estadísticamente 
mediante la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney tomando en consideración que los resultados 
de esta investigación no fueron paramétricos (Anexo 7). El software estadístico utilizado fue 
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el Stata 10.0, en el cual el análisis fue realizado con un nivel de significancia del 5%. Se 
plantearon dos hipótesis de trabajo (Pardo & Ruiz, 2010).  
 
Hipótesis nula (H0): Población A= Población B 
Hipótesis alterna (Ha): Población A > Población B 
 
En donde:  
Población A: UFC/cm2 SIR y SII antes del PLD. 
Población B: UFC/cm2 SIR y SII después del PLD. 
 
En consecuencia, se acepta la hipótesis nula (H0) y se rechaza la hipótesis alterna (Ha), 




Una vez realizados los recuentos microbiológicos de la evaluación de la eficacia del 
desinfectante líquido alcalino clorado (ACL 40) frente a coliformes totales y E. coli en las 
superficies en contacto con el alimento en el área de producción de la empresa New Lac, 
se obtuvieron los siguientes resultados: 
 
3.1 Recuento de coliformes totales antes de la desinfección en superficies inertes 
regulares e irregulares 
Se realizó el recuento de colonias de coliformes totales en las superficies inertes regulares 
e irregulares del área de producción antes de la desinfección con ACL 40, los mismos que 
fueron comparados con los valores referenciales establecidos en la Norma Peruana, 
Resolución ministerial 463; 2007 (Tabla 2). En donde, se observó que en todos los días de 
muestreo la mayoría de los recuentos están sobre los valores de la normativa. Sin embargo, 
muy pocas superficies cumplían con la norma, como en el muestreo del día 1: tela de 
recubrimiento (T2), molde grande (MG1); en el muestreo del día 2: gavetas plásticas (GP2, 
GP3), moldes grandes (MG1, MG2), tanque de salmuera (S2); en el muestreo del día 3: 
barteza (B1), telas de recubrimiento (T2, T3), gaveta plástica (GP3), pala de agitación (P1), 
tanque de salmuera (S3); finalmente en el muestreo del día 4: tela de recubrimiento (T1), 
 Juan Diego Gavilanes Rodas  
Sergio Esteban Vásquez Peralta  Página 37 
Universidad de Cuenca 
cantarilla (C1) y molde grande (MG2). Cabe recalcar que también se reportaron en 
crecimientos MNPC los cuales carecen de un valor numérico, pero que indican una alta 
carga microbiana. 
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Semana 1 Semana 2 Semana 1 Semana 2 
Codificación Valor referencial 




Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 
UFC/cm2 UFC/superficie muestreada 
1 B1 
<1 UFC/cm2 
20 35 0,3 9,35       
2 B2 22 5,3 4,5 6,55       
3 B3 MNPC 26 12,5 8,25       
4 T1 1,35 1,2 2,15 0,30       
5 T2 0,6 2,55 0,3 2,50       
6 T3 5,65 1,6 0,55 1,55       
7 TM1 52 38 7,6 28,00       
8 TM2 22 49 8,5 17,00       
9 TM3 36 MNPC 39 12,45       
10 GP1 5,7 1,9 5,65 1,85       
11 GP2 8,2 0,25 1,4 1,20       
12 GP3 24 0,5 0,4 2,35       
13 P1 12,2 9,7 0,2 1,75       
14 P2 30 14,05 56 4,15       
15 P3 24 34 8,95 8,85       
16 C1 7,45 2,15 2,2 0,95       
17 C2 2,45 5,65 1,25 1,60       
18 C3 5,55 1,35 8,75 4,20       
19 MG1 0,4 0,5 1,75 1,35       
20 MG2 3,55 0,5 5,65 0,80       
21 MG3 1,3 2,6 2,45 2,15       
22 S1 48 2,65 14,2 3,75       
23 S2 31 0,45 1,35 4,10       
24 S3 53 2,9 0,75 1,25       




1400 MNPC 475,00 1100,00 
26       M1 675 1575 475 332,50 
27       M2 901 1580 473 330 
28       M3 898 1570 478 335 
29       Li 330,00 58,33 188,33 316,67 
30       Cu 2400 MNPC 2000 637,50 
* En el caso de las SII el recuento obtenido es expresado para el numero de superficies muestreadas; Ce: 3 cernidores, M: 4 moldes pequeños en cada número (M1, M2, M3, 
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3.2 Recuento de E. coli antes de la desinfección en superficies inertes regulares e 
irregulares 
Se realizó el recuento de colonias de E. coli en las superficies inertes regulares e irregulares 
del área de producción antes de la desinfección con ACL 40, los mismos que fueron 
comparados con los valores referenciales establecidos en la Norma Peruana, Resolución 
ministerial 463; 2007 (Tabla 3). En donde, se observó ausencia de E. coli en la mayoría de 
las superficies inertes cumpliendo con la normativa. Sin embargo, algunas superficies 
incumplían los valor establecidos en la norma, como en el muestreo del día 1: barteza (B1), 
pala de agitación (P3), cantarillas (C1, C3), tanques de salmuera (S1, S2), lira (Li); en el 
muestreo del día 2: tapa metálica (TM3), pala de agitación (P1), cantarilla (C1), tanque de 
salmuera (S1), cernidor (Ce); en el muestreo del día 3: tapa metálica (TM1), tanque de 
salmuera (S2), cernidor (Ce), cuchillo (Cu); finalmente en el muestreo del día 4: barteza 
(B3), tapa metálica (TM3), cantarilla (C2), tanques de salmuera (S1, S2), cernidor (Ce), y 
moldes pequeños (M1, M2, M3). Cabe recalcar que la superficie que reporto presencia de 
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Semana 1 Semana 2 Semana 1 Semana 2 
Codificación Valor referencial 
Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 
Codificación Valor referencial 
Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 
Ausencia/cm2 Ausencia/superficie muestreada 
1 B1 
Ausencia/cm2 
+ - - -       
2 B2 - - - -       
3 B3 - - - +       
4 T1 - - - -       
5 T2 - - - -       
6 T3 - - - -       
7 TM1 - - + -       
8 TM2 - - - -       
9 TM3 - + - +       
10 GP1 - - - -       
11 GP2 - - - -       
12 GP3 - - - -       
13 P1 - + - -       
14 P2 - - - -       
15 P3 + - - -       
16 C1 + + - -       
17 C2 - - - +       
18 C3 + - - -       
19 MG1 - - - -       
20 MG2 - - - -       
21 MG3 - - - -       
22 S1 + + + +       
23 S2 + - - +       
24 S3 - - - -       




- + + + 
26       M1 - - - + 
27       M2 - - - + 
28       M3 + - - + 
29       Li - - - - 
30       Cu - - + - 
* Ausencia (-); Presencia (+) 
* En el caso de las SII el recuento obtenido es expresado para el numero de superficies muestreadas; Ce: 3 cernidores, M: 4 moldes pequeños en cada número 
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3.3 Recuento de coliformes totales después de la desinfección en superficies inertes 
regulares e irregulares 
Se realizó el recuento de las colonias de coliformes totales en las superficies inertes 
regulares e irregulares del área de producción después de la desinfección con ACL 40, los 
mismos que fueron comparados con los establecidos en la Norma Peruana, Resolución 
ministerial 463; 2007 (Tabla 4). Se determinó que la mayoría de los recuentos cumplen con 
la normativa, a excepción de ciertas superficies, como en el muestreo del día 1: Bartezas 
(B2, B3); muestreo del día 2: tapa metálica (TM3), moldes pequeños (M1, M2, M3); en el 
muestreo del día 3: barteza (B1), tapa metálica (TM2), pala de agitación (P2); por último, 
en el muestreo del día 4: barteza (B3), tanque de salmuera (S3) y los moldes pequeños 
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Semana 1 Semana 2 Semana 1 Semana 2 
Codificación Valor referencial 
Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 
Codificación Valor referencial 
Día 1 Día 2 Día 3 Día 4 
UFC/cm2 UFC/superficie muestreada 
1 B1 
<1 UFC/cm2 
0,25 0 1,15 0,55       
2 B2 1,05 0 0 0       
3 B3 3,25 0 0 1,25       
4 T1 0 0 0 0       
5 T2 0 0 0 0       
6 T3 0 0 0 0       
7 TM1 0 0,4 0,6 0,95       
8 TM2 0,15 0 1,35 0       
9 TM3 0 1,75 0 0       
10 GP1 0 0,75 1 0       
11 GP2 0 0,9 0 1,00       
12 GP3 0,85 0,35 0 0       
13 P1 0 0 0 0       
14 P2 0 0 1,5 0       
15 P3 0 0 0 0       
16 C1 0 0 0 0       
17 C2 0 0 0 0       
18 C3 0 0 0 0,40       
19 MG1 0 0 0 0       
20 MG2 0 0 0 0       
21 MG3 0 0 0 0       
22 S1 0 0,1 0,55 0,45       
23 S2 0 0,6 0 0       
24 S3 0 0 0 1,60       




0 0 0 0 
26       M1 6,25 13,75 41,25 21,67 
27       M2 6,25 11,25 47,50 23,33 
28       M3 8,75 13,75 36,25 23,33 
29       Li 0 0 0 0 
30       Cu 0 0 0 0 
* En el caso de las SII el recuento obtenido es expresado para el numero de superficies muestreadas; Ce: 3 cernidores, M: 4 moldes pequeños en cada número (M1, M2, M3, en 
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3.4 Recuento de E. coli después de la desinfección en superficies inertes regulares e 
irregulares 
Luego la desinfección con ACL 40 se determinó ausencia E. coli en todas las superficies 
inertes regulares e irregulares muestreadas, cumpliendo con la Norma Peruana, Resolución 
ministerial 463; 2007, la cual exige la ausencia de este microorganismo (Datos no 
mostrados). 
 
3.5 Análisis estadístico mediante la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney 
En la tabla 5 se puede visualizar todos los datos estadísticos obtenidos tanto para 
coliformes totales como para E. coli antes y después del PLD, en donde para ambos 
microorganismos el valor de probabilidad (p) es menor a 0.05.  En consecuencia, se rechaza 
la hipótesis nula y se acepta la hipótesis alterna, la cual dice que: “La población de 
coliformes totales y E. coli antes del PLD es mayor a la población de coliformes totales y E. 
coli después del PLD” (Pardo & Ruiz, 2010). 
 
Tabla 5. Valores estadísticos obtenidos mediante la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney tanto para 
coliformes totales como para E. coli. 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO COLIFORMES TOTALES E. coli 
Numero de observaciones 236 240 
Media aritmética  83.68 0.26 
Desviación estándar 310.91 1.28 
Mínimo 
0 UFC/cm2; UFC/superficie 
muestreada 
0 UFC/cm2; UFC/superficie 
muestreada 
Máximo 
2400 UFC/cm2; UFC/superficie 
muestreada 
10 UFC/cm2; UFC/superficie 
muestreada 
Valor probabilidad (p) <0.001 
Nota: Existen 236 observaciones de las 240 establecidas inicialmente para coliformes totales debido a 
que existieron 4 recuentos MNPC, los cuales no se tomaron en cuenta para el análisis estadístico, ya 




Se utilizó la prueba Wilcoxon-Mann-Whitney, debido a que los resultados fueron no 
paramétricos, es decir seguían una distribución anormal, encontrándose recuentos muy 
dispersos de la media aritmética. El esparcimiento de estos recuentos fue muy evidente 
para el caso de coliformes totales, ya que el valor numérico de la desviación estándar fue 
significativamente alto. Sin embargo, para poder observar dicha dispersión de los recuentos 
microbiológicos se utilizaron histogramas tanto para coliformes totales como para E. coli. 
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Interpretación: En el histograma para coliformes totales se puede observar los recuentos 
microbiológicos a los cuales los denominamos datos asimétricos a la izquierda, debido a 
que la mayoría de los recuentos se encuentran en la región comprendida entre 0 y 500 
UFC/cm2 y/o UFC/superficie muestreada. La dispersión de los datos antes y después del 
PLD es muy evidente, ya que el valor mínimo es cero y el valor máximo es de 2 400 








n = 236 
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Interpretación: En el histograma para E. coli se puede observar los recuentos 
microbiológicos a los cuales los denominamos datos asimétricos a la izquierda, debido a 
que la mayoría de los recuentos se encuentran en la región comprendida entre 0 y 2 
UFC/cm2 y/o UFC/superficie muestreada. La dispersión de los datos antes y después del 
PLD es evidente, ya que el valor mínimo es 0 y el valor máximo es de 10 UFC/cm2 y/o 
UFC/superficie muestreada. 
 
Los histogramas solo nos permiten evidenciar la dispersión de los recuentos 
microbiológicos, por lo tanto, para poder comparar las poblaciones bacterianas tanto de 
coliformes totales como E. coli antes y después del PLD y ratificar la aceptación de la 
hipótesis alterna, se utilizaron los diagramas de cajas y bigotes (box plots). Estos gráficos 
permiten verificar la dispersión de un conjunto de datos y compararlos en función de 
variables, siendo dichas variables en este estudio la población de coliformes totales y E. 
n = 240 
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coli antes del PLD y la población de coliformes totales y E. coli después del PLD (Pardo & 
Ruiz, 2010).   
 





Interpretación: En el diagrama de cajas y bigotes para coliformes totales se pudo observar 
que antes del PLD los datos estadísticos presentan un valor mínimo y máximo de 0 y 2.400 
UFC/cm2 y/o UFC/superficie muestreada, respectivamente. El 50% de las colonias de 
coliformes totales se encontró por debajo de 6,25 UFC/cm2 y/o UFC/superficie muestreada. 
Después del PLD se evidenció un valor mínimo y máximo de 0 a 47,5 UFC/cm2 y/o 
UFC/superficie muestreada, que, en comparación con la población bacteriana antes del 
PLD, se observó una disminución significativa de la misma. El 75% de coliformes totales 
después del PLD estuvo por debajo de 0,48 UFC/cm2 y/o UFC/superficie muestreada, 
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Interpretación: En el diagrama de cajas y bigotes para E. coli se pudo observar que todos 
los recuentos microbiológicos antes del PLD presentaron un valor mínimo y máximo de 0 a 
10 UFC/cm2 y/o UFC/superficie muestreada, en donde el 50% de los recuentos se 
encontraron por debajo de 0,26 UFC/cm2 y/o UFC/superficie muestreada. Después del PLD 
se reportó ausencia en los recuentos, por ende, la eliminación de la población bacteriana. 




Mediante la utilización de los gráficos de cajas y bigotes (box plots) se demostró la 
reducción significativa de la población de coliformes totales y la eliminación de la población 
de E. coli, por ende, se pudo inferir sobre la acción microbicida del desinfectante ACL 40. 
En cuanto a coliformes totales la mayoría de las superficies cumplieron con los requisitos 
de la Norma Peruana, Resolución ministerial 463; 2007. Sin embargo, ciertas superficies 
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excedieron el valor sugerido en la misma, siendo las SII las que más contaminación 
bacteriana reportaron antes y después del PLD, lo que podría deberse a que fueron las de 
mayor manipulación por parte de los operarios. Si se compara con lo reportado por Yucta 
en el año 2012, quién en su estudio manifestó que la población bacteriana puede 
incrementarse por procesos de pasteurización deficientes, malas prácticas de manufactura 
y contaminación cruzada, factores que alteran significativamente la calidad microbiológica 
de las superficies en contacto con el alimento, se podría justificar la presencia de las 
bacterias coliformes totales en las superficies analizadas antes del PLD. Además, el escaso 
aseo y vestimenta inadecuada de los operarios, son considerados los factores más 
significativos en el incremento de la contaminación microbiológica en el área de producción 
de alimentos como lo menciona el estudio realizado por Galarza en el año 2010. 
 
No obstante, Salas en el año 2007, indicó que existen microorganismos con grandes 
capacidades de adherirse a las superficies y son capaces de desarrollar biofilms a 
temperatura ambiente por falta de limpieza regular y adecuada. De igual manera, mencionó 
que la falta de higiene en los equipos de procesado hace que estos sean focos de 
contaminación potencialmente peligrosos, siendo la carga bacteriana incluso mayor a la de 
la materia prima.  
 
Herráez en el año 2016 realizó un estudio en el que destaca la acción bactericida de un 
compuesto clorado frente a cepas de E.coli y coliformes totales, se observó que este 
producto es eficaz frente a estos microorganismos en todas las concentraciones y tiempos 
utilizados, en comparación con este estudio la acción bactericida del desinfectante ACL 40 
frente a las mismas bacterias, se puede decir que ambos resultan igual de eficaces 
usandolos en las concentraciones y tiempos idicados por el fabricante (Jiménez Herráez, 
2016).  
Bedoya & Corredor en el año 2013, validaron la acción microbicida de 4 desinfectantes 
frente a E. coli, entre ellos un agente quimíco cuya composición quimica era el hipoclorito 
de sodio. Dicho desinfectante clorado se utilizo a diferentes concentraciones y tiempos, el 
cual presento un excelente comportamiento a la concentración recomendada de 6,25% 
durante 10 minutos de exposición logrando eliminar totalmente a este microorganismo, al 
igual que el desinfectante ACL 40 al ser utilizado a una concentración de 5% durante 30 
minutos de exposicion. Ademas, mencionaron que los desinfectantes clorados poseen un 
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espectro de acción muy amplio para bacterias Gram-positivas y Gram-negativas, incluso 
presentan actividad esporocida (Bedoya Salcedo & Corredor Barrera, 2013). 
 
Además, Uriarte en el año 2012, comento que las soluciones de hipoclorito de sodio al 2% 
y al 5% son liberadores de cloro que suministran una efectividad extremadamente alta a 
todo tipo de microorganismos incluido E. coli. Sin embargo, esta actividad en presencia de 
materia orgánica disminuye considerablemente. Así como también, evaluó el efecto de este 
desinfectante a concentraciones de 200, 500 y 800 ppm presentando una inhibición del 
100% para este microorganismo. En cambio, Vélez y colaboradores en el año 2016, 
mencionaron que para contrarrestar el crecimiento y producir la eliminación de cepas de E. 
coli, los desinfectantes clorados deberían utilizarse a concentraciones iguales o superiores 
al 5% por un tiempo de exposición mínimo de 20 minutos (Uriarte, 2012). 
 
Por último, es fundamental que las industrias alimentarias garanticen la inocuidad de sus 
productos al prevenir la aparición de brotes de ETAs (Enfermedades trasmitidas por los 
alimentos), mediante la implementación de sistemas de gestión de calidad como es el caso 
de las Buenas Prácticas Agrícolas (BPA), Buenas Prácticas de Manufactura (BPM), 
Procedimientos Operativos Estandarizados de Saneamiento (POES) y Sistema de Análisis 
de Peligros y Puntos Críticos de Control (HACCP). La perfecta armonía entre estos 
programas asegura la calidad e inocuidad en la producción de los alimentos, generando 
satisfacción en los consumidores y aumentado el prestigio de las empresas procesadoras 
de alimentos. Las mismas que podrían competir a nivel nacional e internacional, en donde 
los estándares de calidad son muy rigurosos (Organización de las Naciones Unidas para la 




En este trabajo de titulación se evaluó la eficacia del desinfectante ACL 40 utilizado a una 
concentración del 5% durante un tiempo de exposición de 30 minutos en las superficies 
inertes regulares e irregulares el área de producción de la empresa “NewLac”, el cual resulto 
eficaz, debido a que redujo significativamente la población de coliformes totales y eliminó 
la población de E. coli.  
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La hipótesis alterna propuesta en este trabajo de investigación es aceptada, ya que las 
poblaciones bacterianas en estudio fueron menores después del PLD. Situación que se 
evidenció mediante el análisis estadístico y los gráficos de cajas y bigotes (box plots). 
Después de la desinfección con ACL 40 en el caso de coliformes totales la mayoría de 
superficies inertes cumplían con los requisitos de la Norma Peruana, Resolución ministerial 
463; 2007, a excepción de ciertas superficies, la cuales excedían el valor de la misma. En 
el caso de E. coli, todos los recuentos microbiológicos reportaron ausencia de este 
microorganismo en todas las superficies inertes en estudio, cumpliendo así con la 
normativa, la cual exige la ausencia del microorganismo en cuestión.  
Esta investigación proporciono, además, un respaldo de la acción bactericida del 
desinfectante ACL 40, garantizando de tal modo el cumplimiento del POES (Procedimientos 




A partir de este trabajo de titulación se recomienda que el procedimiento de limpieza y 
desinfección sea controlado y verificado constantemente y exhaustivamente en todas las 
etapas de producción de los alimentos.  
 
Considerando que la inocuidad del producto final depende de la calidad microbiológica de 
las superficies en contacto con el alimento en todas las etapas de elaboración de los 
mismos, se podría sugerir también la evaluación de la eficacia antimicrobiana del 
desinfectante ACL 40 frente a otros microorganismos patógenos, tales como, Salmonella 
sp., Listeria monocytogenes, y Vibrio cholerae. 
 
Se aconseja también a la empresa “New Lac”, que en futuros estudios se podría plantear 
el análisis de la concentración óptima de uso del desinfectante ACL 40. Ya que, como se 
mencionó antes esta solución posee una gran actividad microbicida a una concentración de 
5% durante un tiempo de exposición de 30 minutos. Por lo que, al determinar la eficacia a 
menores concentraciones y en menor tiempo de contacto, se podría disminuir la cantidad 
de desinfectante y el tiempo de labor en cada proceso de desinfección, lo que demostraría 
ser beneficioso para la empresa debido al ahorro de recursos económicos.  
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Finalmente, se podría sugerir también la utilización de otro desinfectante sugerido para el 
uso en industrias alimenticias y la alternancia con el uso de ACL 40, o en su defecto el 
cambio de desinfectante, ya que el mismo contiene cloro en su composición, y la literatura 
hace hincapié, que tanto detergentes como desinfectantes clorados son considerados 
productos tóxicos de mediana gravedad. Por lo tanto, el cambio por desinfectantes con 
ácido peracético o sales de amonio cuaternario es ideal, ya que su nivel de toxicidad es 
mínimo. El espectro de acción es igual y su utilización a nivel de industrias alimentarias es 
amplio, y la alternancia en el uso de los mismos es fundamental para evitar la generación 
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8. ANEXOS 
Anexo  1. Ficha Técnica ACL 40. 
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Anexo  3. “Guía Técnica para el Análisis Microbiológico de Superficies en contacto con 
Alimentos y Bebidas”. 
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Anexo  4. Certificado de validación del desinfectante líquido alcalino clorado ACL 40. 
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  Anexo  5. Codificación utilizada para la toma y análisis de las muestras. 
SUPERFICIES INERTES 
Número de  
superficies 
Regulares Irregulares Codificación 
1 Barteza 1  B1 
2 Barteza 2  B2 
3 Barteza 3  B3 
4 Tela de recubrimiento 1  T1 
5 Tela de recubrimiento 2  T2 
6 Tela de recubrimiento 3  T3 
7 Tapa metálica 1  TM1 
8 Tapa metálica 2  TM2 
9 Tapa metálica 3  TM3 
10 Gaveta plástica 1  GP1 
11 Gaveta plástica 2  GP2 
12 Gaveta plástica 3  GP3 
13 Pala de agitación 1  P1 
14 Pala de agitación 2  P2 
15 Pala de agitación 3  P3 
16 Cantarilla 1  C1 
17 Cantarilla 2  C2 
18 Cantarilla 3  C3 
19 Molde grande 1  MG1 
20 Molde grande 2  MG2 
21 Molde grande 3  MG3 
22 Tanque de salmuera 1  S1 
23 Tanque de salmuera 2  S2 
24 Tanque de salmuera 3  S3 
25  Cernidores Ce 
26  Moldes pequeños 1 M1 
27  Moldes pequeños 2 M2 
28  Moldes pequeños 3 M3 
29  Liras Li 
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Identificar la superficie 
inerte (regular o 
irregular) a muestrear. 
Rotular todos los tubos 
que contienen agua de 
peptona esteril. 
Tomar un hisopo y un 
tubo con 10 ml de agua 
de peptona esteril. 
En el caso de las SIR 
tomar la muestra 
utilizando la plantilla 
(10cm*10cm), y para las 
SII toda la superficie en 
contacto con el alimento.
Introducir el hisopo en el 
tubo con agua de peptona 
esteril doblando y 
desechando la parte del 
hisopo que estuvo en 
contacto con el analista y 
tapar. 
Tomar las muestras y 
transportarlas en un 
ambiente adecuado. 
Temperatura: menor a 10 °C
Tiempo: menor a 24 horas.
Verificar la temperatura 
de transporte de las 
muestras. 
Realizar la siembra de 
las muestras.
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Anexo  7. Análisis estadístico para coliformes totales y E. coli mediante el software 
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